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Abstract 



The present invention relates to a method for obtaining recombinant IgA protease from inclusion bodies. 
Also claimed is a recombinant DNA which codes for an IgA protease whose C-terminal helper portion and, 
preferably, also whose N-terminal signal portion is no longer active. 
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^> Rekombinante IgA-Protease. 



(^) Die vorhegende Erfindung betrtfft em Verfahren zur Gewinnung von rekombinanter IgA-Protease aus 
Inclusion Bodies. Weiterhm wird eme rekombinante DNA beansprucht, die fur eine IgA-Protease kodiert, deren 
C-terminaier Helferanteil und vorzugsweise auch deren N-terminaier Signalanteil nicht mehr aktiv ist. 
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D.e .■--'■■egenue r=-*md~~g pev'/f: e- .o- ; a'--G- — He-ste ^g .c- I5A-P' crease t : : mc^s-m 
Be dies . 

Verscmeaene catrogene Bakteriena'Vcm ,-z B a^s de f Gaitung Neisseria. wie et.va Neissena gonorr- 
hoeae una Neisseria meningitidis Oder oei Gattung Haemophilus '-vie etwa Haemopntius r* uenzaei. die auf 
dor mensem tchen Sc^'eim^aut wac^sen. se< r et;erer Proteasen die spezif:scn fur me^scn^c^es Ig A1 smd 
.md ais IgA-Proteasen oezeichnet werae r Das Immungicouiin Ig Al ist erne wichtige kompenente der 
seKretonscnen Immunartwort. die gegen infeMionen solcner pathogener Ogamsmen :cnutzen sollen 
■ ^bersicn:: Kornfeid una Piaut. Ref. Infect D-s. 3 M981>, 521-534). Diese a;s IgA-Prc.easen oezemhneten 
oroteoiytischen Enzyme scalten z B fo'gende Erkennungssecuenzen wie z B. bei Pormer ei a;.. fNa'ure 
325 (1987). 458-462) beschneben: 
1 . Pro-Ala-Pro — Ser-Pro 

2. Pro-Pro — Ser-Pro 

3. Pro-Pro — Ala-Pro 

4. Pro-Pro — Thr-Pro 

'5 Dabei bedeutet jeweils die Schmttstelle durch die IgA-Protease. 

Die oben erwahnten IgA-Protease sind sekretonsche Proteme. die eine N-termmale Signaiseq jenz zum 
Transport ins Peripiasma und einen C-terminalen Helferprotem-Anteil aufweisen, der anschheflend die 
SeKretion vom Penplasma m das Medium e r mogiicht. 

Die Klonierung und Expression emer IgA-Protease aus Neisseria in E.coli ist beispieisweise in PNAS 
2Z USA 79 (1982) 7881-7885 und EM BO J. 3 (1984) 1595-1601 beschneben. 

Ein Nachteil der Gewinnung ven IgA-Protease nacn den bekannten Verfahren ist jecoch die gennge 
Produktivitat und Vitalitat der mit emem IgA-Protease-Gen transformierten E.coli-Zellen, wodurch sich nur 
erne sehr gennge Volumenausbeute an IgA-Protease ergibt. 

Da die IgA-Protease als proteolytisches Enzym zur Spaltung von gentechnologiscn erzeugten Fusions- 
?5 proteinen eine hche Bedeutung besitzt (vgl. W091 11520), besteht em gro/3es BedCrtnis nach einem 
Anreicherungsverfahren fur IgA-Prorease. das die Nachteile des Standes der Technik mmcestens teilweise 
beseitigt. 

Die erfmdungsgematfe Aufgate wird durch em Verfahren zur Hersteilung rekombmar'er tgA-Protease 
gelcst. welches dadurch gekennze.cmnet ist. da, 3 man 
30 (1) em IgA-Protease-Gen so mociifiziert. da/] der fur den C-termmalen Helferanteil des IgA-Protease-Gens 
kodierende DNA-Bereich nicht mehr funktionell aktiv ist, 

(2) eine Wirtszelle mit dem in Schntt (i» modifizierten IgA-Protease-Gen oder einem dieses modifizierte 
Gen enthaltenden Vektor transformiert. 

(3) das modifizierte IgA-Protease-Gen in der transformierten Wirtszelle zur Expression bnngt, 
35 (4) die in Form von Inclusion Bodies en'stehende IgA-Protease aus der Wirtszelle isoliert una 

(5) d:e IgA-Protease durch in vitro Aktivierung in aktives Protein uberfuhrt. 

Uberraschenaerweise wurde ge'unden. da/3 erne IgA-Protease. die einen nicht mehr funktionei: aktiven 
Helferanteil aufweist (und daher nicht menr aus der Wirtszelle ins Medium sekretiert weraen kann). in Form 
von maktiven Inclusion Bodies mnerhalb der Wirtszelle entsteht. und da/3 sich nach AMivierung dieser 

-o maktiven Inclusion Bodies sehr hche Volumenausbeuten an IgA-Protease ergeben. Diese maktiven Inclusion 
Bodies konnen dann nach ubhehen Verfahren aus den Zellen isoliert und anschlie/3ena mitteis in vitro 
Aktivierung in die aktive Form uberfuhrt werden. 

Fur das erfindungsgema/3e Verfahren ist es wesentlich. da/3 der fur den C-termmalen Helferanteil der 
IgA-Protease kodierende DNA-Bereich ntcht mehr funktionell aktiv ist. Dies kann betsoielsweise durch 

45 te-lweise oder vollstandige Deletion des fjr den Helferanteil kodierenden DNA-Bereichs geschehen. Die 
Deletion von DNA-Fragmenten kann auf erne, dem Fachmann an sich bekannte Weise, z.B. durch in vitro 
Mutagenese an doppelstrangiger oder einzelstrangiger DNA ocer durch Spaltung mit geeigneten Restrik- 
ticnsenzymen und Entfernung von Restnkttonsfragmenten aus dem Bereich des Helferanteils erfolgen. Eine 
wettere Moglichkeit fur eine derartige Modifizierung des IgA-Protease-Gens ist die Durcnfuhrung einer in 

50 vi:ro Mutagenese in aem fur den Helferanteil kodierenden DNA-Bereich, wodurch dort e n oder mehrere 
Translationsstopkoaons eingefuhrt werden, weiche dann bei E>:pression des IgA-Protease-Gens eine voll- 
standige Translation des Helferanteils verhmdern. 

Vorzugsweise wird bei dem erfmdungsgematfen Verfahren das IgA-Protease-Gen so mcaifiziert. da/3 der 
Helferanteil bei der von diesem modifizierten Gen kodierten IgA-Protease vdllig deletiett ist. Dies kann 

55 beispieisweise durch Emfuhren von einem oder mehreren Translationsstopkodons in das IgA-Protease-Gen 
direkt am Beginn des C-terminalen Helferanteils erretcht werden. Eine weitere Moglichkeit zur Deletion des 
Helferanteils ist eine PCR-Reaktion an IgA-Protease cDNA unter Verwendung geeigneter Primer, wie in 
Beispiel 1 beschneben. 
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Weiterhm ist es fur das erfindungsgematfe Verfahren auch bevorzugt, da/3 man aas IgA-Protease-Gen 
zusatzlich so modifiziert, da/3 auch der *ur den N-termmalen Signalanteil der IgA-Protease kodierende DNA- 
Bereich nicht mehr funktionell aktiv ist. Auf diese Weise wird auch em Transport der IgA-Protease in das 
Periplasms verhindert, so da/3 sich im Cytosol der transformierten Wirtszelle die inaktiven Inclusion Bodies 
5 btlden. 

Vorzugsweise erfolgt die Inaktivierung aes Signaianteiis dadurch, da/3 man den entsprechenden DNA- 
Bereich vollstandig entsprechend ubhcher Techniken deletiert. Anschlie/3end kbnnen gegebenenfalls verlo- 
rengegangene DNA-Sequenzen aus dem fur das reife Protein kodierenden DNA-Bereich durch gentechnoio- 
gische Einfuhrung eines synthetischen Oligonukleottds wieder aufgefullt werden Dte Deletion des Signalan- 
w teils kann aber auch durch eme PCR-Reaktion unter Verwendung geeigneter Primer, wie im Beispiel 1 
beschrieben, erfolgen. 

Als Wirtszelle fur das erfindungsgema/3e Verfahren verwendet man gunstigerweise eine prokaryontische 
Zelle, bevorzugt eine E.coli-Zelle. Weiterhin ist bevorzugt, da/3 man die Wirtszelle mit einer fur eine IgA- 
Protease kodierenden DNA-Sequenz transformiert, die sich unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors 

15 befindet. Beispiele fur geeignete induzierbare Promotoren sind etwa der tac, lac Oder trp-Promotor oder 
andere ahnliche Promotoren, die dem Fachrnann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bekannt sind. 

Die bei dem erfindungsgema/3en Verfahren hergestellte IgA-Protease entsteht in der Wirtszelle in Form 
von Inclusion Bodies. Die Isolierung der Inclusion Bodies und ihre Uberfuhrung in aktives Protein durch in 
vitro Aktivierung kann auf eine beltebige, dem Fachrnann bekannte Weise erfolgen. Beispiele fur solche 

20 Verfahren sind etwa in EP-A 0 361 475, DE-A 36 11 817. DE-A 35 37 708, WO 87 02673: Jaemcke. R. & 
Rudolph, R. (1989) Protein structure - a practical approach, Ed.: Creighton. T E. Oxford University Press, 
191; Rudolph, R. (1990) Modern methods m protein and nucleic acid analysis. Ed.: Tschesche, H. Walter 
deGruyter Verlag, 149-171; Jaemcke. R (1987) Prog. Biophys.Molec. Biol. 49, 117 beschrieben. 

Vorzugsweise umfaflt die in vitro Aktivierung der IgA-Protease einen Solubilisierungs- und einen 

25 Natunerungsschntt. Der Natunerungsschntt kann dabei durch kontinuierliche Oder diskontinuierliche Zufuhr 
des denatunerten Proteins in den Natunerungspuffer erfolgen. Dabei wird der Natunerungsschntt vorzugs- 
weise in Form einer diskontinuierlichen Pulsnaturierung durchgefuhrt. 

Besonders bevorzugt wird der Natunerungsschntt zur Aktivierung der IgA-Protease in Gegenwart von 
0.2 bis 1 mol/l Arginin. am meisten bevorzugt von 0,4 bis 0.8 moi l Argmin durchgefuhrt. Weiterhin 

jo bevorzugt ist es. wenn die Reaktivierung bei einem pH-Wert von 5 bis 9. besonders bevorzugt bei einem 
pH-Wert von 6 bis 8 durchgefuhrt wird. 

Bei Renaturierung der IgA-Protease aus inaktiven Inclusion Bodies entsteht aktives loshches Protein mit 
einer Ausbeute, die je nach Ausgangsmaterial und Renatunerungsverfahren von etwa 10 % bis etwa uber 
30 % reicht. Obwohl die Renatunerungsausbeute nicht quantitativ ist, erhalt man dennoch bei dem 

35 erfindungsgema/Jen Verfahren eine wesenthch hdhere Ausbeute an aktiver IgA-Protease als bei herkommli- 
chen Verfahren. 

Weiterhin em Gegenstand der voriiegenden Erfmdung tst auch eine IgA-Protease, die durch ein 
erfindungsgema/3es Verfahren, d.h. durch Aktivierung aus Inclusion Bodies hergestellt wurde. 

Die Erfmdung betnfft weiterhin erne rekombinante DNA, die fur eine IgA-Protease kodiert und so 
modifiziert ist. da/3 bei Expression der rekombinanten DNA eine IgA-Protease resultiert. deren C-terminaler 
Helferanteil nicht mehr funktionell aktiv und vorzugsweise sogar vollstandig deletiert ist. Vorzugsweise ist 
die erfindungsgemafle rekombinante DNA zusatzlich so modifiziert, da/3 bei Expression der rekombinanten 
DNA eine IgA-Protease resultiert deren N-terminaler Signalanteil nicht mehr funktionell aktiv und besonders 
bevorzugt vollstandig deletiert ist. Gentechnologische Verfahren zur Modifikation bzw. Deletion von DNA- 

45 Bereichen, die zu den gewunschten Resultaten fuhren. wurden bereits genannt bzw. sind dem Fachrnann 
auf dem Gebiet der Molekularbiologie so gut gelaufig. da/3 sie nicht explizit erlautert werden mussen. 

Weiterhin ein Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist auch ein rekombinanter Vektor, der minde- 
stens eine Kopie einer erfindungsgema/3en rekombinanten DNA enthalt. Vorzugsweise befindet sich die 
erfindungsgemafle rekombinante DNA auf diesem Vektor unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors. 

so Der erfindungsgema/3e Vektor kann au/3erhalb des Chromosoms der Wirtszelle vorliegen (z.B. ein Plasmid) 
Oder im Genom der Wirtszelle integriert sein (z.B. Baktenophage X in einer E.coli Zelle). Vorzugsweise ist 
der Vektor ein Plasmid. 

Ferner betrifft die Erfindung eine Zelle, die mit einer erfindungsgemaflen rekombinanten DNA oder 
einem erfindungsgema/3en rekombinanten Vektor transformiert ist. Vorzugsweise ist diese Zelle eine 
55 prokaryontische Zelle und besonders bevorzugt eine E.coli-Zelle. 

Die Erfindung wird im weiteren durch die voriiegenden Beispiele in Verbindung mit den Sequenzproto- 
kollen naher erlautert. 

SEQ ID. NO. 1 zeigt den in Beispiel 1 verwendeten Primer A 
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SEQ D i JO 2 zo g: z-j- p - E 
SEO iD TJO 3 zeigt zer. P- -c- C 
SEO ID r JO 4 zeigt :en P — 0 
Das P'asmia pMACl /..rae tie- Co..:o:"e ; 
D-3400 Grrtmgen jnter ae- Nl-— DSM C-26 1 

Beiscie 1 



He r steiiung von Plasm ;a- Kc'^t'o.KtO'- E fcss.c n von igA-Protease m Form von Inclusion Bodies 
Zur Expression von IgA-Prox-ase a-s inc i.iion Bodies wira die kodierenae Region aes Proteins onne 
Signalsequer.z und Helfer-Se uue^ z wie im 'cigcnaen beschneben hmter einenn starken Promotor kloniert 
(Ammosaure Position +1 os Prsi.zr '^59 Poorer J . Halter R.. Beyreuther K . Meyer T.F . Nature 325. 
(1987). 458-462) 

Dazu wird chromosomaie DNA aus M gonorrhoeae (z.B. MS 11) isoliert und zur Durchfuhrung emer 
Polymerase Chain Reaction iPCR Ver'anrc-n ,gi EP-A 0 200 362. EP-A 0 201 184) eingesetzt. Folgenae 
Prime' A-erden fur die PGR verwtnaet. 

Primer A (SEQ. !D. NO 1 v 



5' GAAGAATTCGGAGGAAAAATTAATGG-I ACTGGTACGTGATGATGTCGATTATCAAA 3* 
Primer B ..SEQ. ID. NO 2) 



5' TTTTTGTAATAAAGATCTTTG'ICTTG 3' 

F or Primer A, aer das A T G-Stai mo "on sowie eme EcoRI-Erkennungssequenz (GAATTC) enthalt. 
warden die ersten 5 Kodons :*.e r ! g A-P^ote a : e t.,i erne effiziente Epxression in E.coli optimiert, ohne da/3 die 
Aminosauresequenz verancert -vi.nie 

Pnmer B enthalt Secuenzer * ankiert ._\. f Bglll Erkennungssequenz der IgA-Protease fca. Aminosaure- 
position 553-561). Das sc erhai-one PCR-Fraqment iAB = ca. 1650 bp. 5'-terminale Region des IgA- 
Protease-Gens) wird aufge-emigt . nd m-t oe- Enzymen EcoRl Bglll nachgeschnitten. 

Zur Bereitstellung der 3'-R^; on .oos \;A-F ' otease-Gens wird erne zweite PCR ma folgenden Primern 
durchgefuhrt 

Pr imer C (SEQ. ID. NO 3) 

5' CAAGGCAAAGATCTTTA'TAC AAAAA V 
Primer D (SEQ. ID. NO. 4): 



5* TTCAGCTGGTCGACTTATCAGGGGGCCGGCTTGACTGGGCGGCC 3' 

Primer C entspricht aer cooio^encor Region von Primer B { Bg 1 1 l-Schn ittstel le) und Primer D enthalt 
Sequenzen der Aminiosaurecosiricr-. 952-959 mit anschlietfendem Stopcodon und emer Salf-Erkennungsse- 
quenz. Das so erhaltene PC R-F- agnen (CD = 1200 bp) wird isoliert und mit den Enzymen Bglll Sail 
nachgeschnitten. 

Anschheflend wird eme jrei-Fr agmor t-Ligation durchgefuhrt: mit den Fragmenten AB, dem Fragment 
C D und dem Vektor pKK223-3 ■ DSM 3694P). der zuvor mit den Enzymen EcoRl und Sail verdaut und 
aufgereimgt wurde. Der so erra;tone Vector wird als IgA-Prot III bezeichnet und in E.coli K12 transformiert. 

Beispiei 2 (Vergleichsbeisp.en 

Anreicherung von loslicner IgA-Protease nach dem herkcmmlichen Verfahren 

a) Anreicnerung aus 1 i Scnotteiku'tur 

Ais Ausgangsmatenal wuraen E.coli Kl2-Zellen transformiert mit dem Plasmid pMACl (8878 bp) 
verwenaet. Auf diesem Piasmia oefmdet sich die vollstandige kodierenae Region fur IgA-Protease unter 
Kontroiie des lambda-Promr-tors. Das Plasmid tragt e:ne Ampicillin Resistenz. 

Die Zellen wurden m LB-Medium uber Nacht bei 28 'C kultiviert und anschlie/tend 1:100 mit LB- 
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Medium verdunnt. Die Kultur wurce dann woitcre 4 Stunaen bei 37 ' C mkubiert. Die Zellen wurden durch 
emen Zentnfugationsscrr itt acgeuennt Dor Ku turubersiand wurde uber Celluloseacetat-Filter stenlfiltnert. 
gegen 20 mmol I Tris HCI. pH 7 5, 10 mmci I EDTA, 10 °o Glycerin (Puffer A) dialysiert und auf ein 1 10 des 
Volumens m it Hi If e ernes SALVIA Kapillat-Diaiysators E-15U aufkonzentriert. 

5 Als erster Aufreintgungsschnrt wurac one Negativelutton an DEAE-Sephadex A-50 .n 20 mmol. I 

Tns HCI, pH 7,5, 10 mmol I EDTA jnd 10 % Glycerin durchgefuhrt. Die Saulenbeladung betrug 0.5 mg 
Protein pro 1 ml Gelmatn<. Boi dieser Tronnung befindet sich die IgA-Protease im Durchlauf und die 
meisten E.coli Proteine werden am Trager gobunden. Durch Nachwaschen der Sauienmatrix mit Puffer A 
plus 1 mo! I NaCI wurde ge^eigt. oa/3 wemger als 10 °b der IgA-Protease an dem Saulenmateria! binden. 

w Schliefilich erfolgt erne Reimg-jng uber omen Kationenaustauscher (Fractogel®-EMD-SC>3 "-650M). Das 

Binden des Proteins findet in 20 mmol I Tns HCI. 10 mmol I EDTA. 10 % Glycerin pH 7,0 statt. Dann kann 
ein Umpuffern auf pH 8 0 eddgen 

Die Elution erfolgt mit einom linear steigenden NaCl-Gradienten, wobei die IgA-Protease bei einem 
Puffer von pH 8.0 mit einer Salzkonzcmtraticn von 0,1 mol I NaCI und bei einem Puffer von pH 7,0 mit 0,2 

/5 mol ! NaCI elurert. 
Bilanz: 

Konzentrat vor DEAE-Sephade> 3 5 mg Protease 

(' 70 °o rein) 

Eluat nach DEAE-Sepna je> 2 4 mg Protease 

20 (90 °o rem) 

Eluat nach Fractogel -- ; -EMD-SO :~650M 1 mg Protease 

< = 95 % Remheit) 

b) Anreicherung von IgA-Protoase ai.s emem 10 l-Fermenter 

25 

Das Ausgangsmatenal jnd die Autremigung waren analog Beispiel 2a). 
Bilanz: 

Konzentrat vor DEAE-Sepnaoc ;• 50 mg IgA-Protease 

'50 °o Remheit) 

30 Eluat nach DEAE-Seohadex 30 mg IgA-Protease 

i60 % Remheit) 

Eluat nach Fractogel ; -E MD-SO ■ " 650M 12 mg IgA-Protease 

f> 95 % Remheit) 

35 Beispiel 3 



Anreicherung der IgA-Protease au; inc.jsion Bodies (erfmdungsgemafles Verfahren) 

Das Ausgangsmatenal wa- oas KonsUukt IgA-Prot III (Beispiel 1) in E.coli Zellen DSM 3689, die 
40 zusatzlich ein lacl q -Plasmici jui Expression des Lac-Repressors enthalten. 

Zur Anzucht fur die 1 Fo- morvan ;>n wurden 500 ml LB-Medium mit jeweils 50 ug,ml Kanamycin und 
Ampicilim angesetzt. Dieses Medium wuroe mit 7,5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft. wodurch erne 
OD::c ~ 0,1 resultierte Dann erfcigte eme 3-4stundige Inkubation bei 37 °C unter Schuttetn (150 Upm). Die 
Zellen wurden bei OD^ : - 0.8 mit 5 mmol I IPTG induziert. Nach 4stundiger Inkubation bei 37 °C unter 
45 Schutteln (150 Upm) wurden die Zelion geernter. 

IB-Praparation: 



Die Zellen werden durch Zentnfugation geerntet, in 10 ml Tns-Magnesiumpuffer (10 mmol I Tris, pH 8,0, 
so 1 mmol I MgCb) autgenommer una mit Lysozym (0,3 mg ml) aufgeschiossen. 

Es wird 15 Minuten bei 37 : C nkubiert und ein French-Press-Durchgang durchgefuhrt (1200 psi). 
Anschlieflend erfolgt em DNAse-Verdau (1 mg DNAse I) bei 30 Minuten und 37 ° C. 

Es werden 20 ml 0.5 mol I NaCi, 20 mmol. I EDTA, pH 8,0 und 3 ml 20 % Triton X 100 zugegeben und 
10 Minuten bei Raumtemperatur mkubiert. 
55 Die Suspension wird 10 Minuten bei 15.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 30 ml 50 

mmol I Tris, pH 8.0. 50 mmol I EDTA und 0,5 % Triton X 100 aufgenommen und mit Ultraschal! behandelt. 
Es wird wieder zentrifugiert. resuspendiert und mit Ultraschall behandelt. Diese Prozedur wird noch zweimal 
wieaerholt. Anschiie/3end wird zentrifugiert und die so erhaltenen Pellets als IBs im Beispiei 3 eingesetzt. 
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Ml,; : 

Fermer:e r 



rem 10 



Tabeile 1 



Fe r mentation 


E ■:; i Stamm 


Gesamtprotem aus 
IB-Matenai <g) 


igA-Prctease 


(°o) 




1 I 
10 I 


HB 101 
K12 C600 


0,125 
20.8 


50-70 
30-50 


0.06-0.09 
6.2-10.4 



Aus Tabeite 1 :st ersichtitch, da/3 aus der 1 l Schuttelkultur 60-90 mg Protease ais Inclusion Body (IB) 
>5 Material erhatten werden. Bei einer Renatunerungsausbeute von ca. 10 °o wurde aies 6 bis 9 mg aktive IgA- 
Protease ergeben dm Vergteich zu 3.5 mg nacn dem herkommiichen Verfahren). 

Aus dem 10 ! Fermenter werden 6.2 bis 10.4 g Protease als IB Materia) erhalten. Bei 10 % 
Renatunerung wurae dies 620 bis 1040 mg IgA-Protease ergeben (im Vergleich zu 50 mg Protease nach 
dem herkommiichen Verfahren). 
20 Aus diesen Ergebmsser wird klar e'sichtlich. da/3 durch das erfmdungsgema/3e Verfahren erne Steige- 

rung der Ausbeute mindestens um oen Faktor 2 bis 3 (1 I Kultur) bzw. 20 bis 30 (10 I Fermenter) gefunden 
wird . 

Beispiei 4 

25 ~~ — 

Renatunerung der IgA-Protease aus Inclusion Bodies (1 I Fermentation) 

Die Inclusion Bodies wurden zuerst solubihsiert. dann dialysiert und dann :n den jeweiiigen Puffern 
natunert. 

30 Solubihsierung des IB-Materials 

6 mol ! Guanidm HCI. pH 8,5 
0. 1 mol I Tris 
1 mmol I EDTA 

0.1 mol I Dithioerythreitol (DTE) 
35 Inkubation: 2 h bei Raumtemperatur 

Vol: 10 ml, Proteinkonzentration: 10 mg mi 
Dialyse des Sclubihsats: 6 mol I Guanidm HCI. pH 3 

i mmol I EDTA 

Zeitdauer: 12 h bei Raumtemperatur gegen 10 I Puffer 

jo 

Naturierungspuffer; 

1) 100 mmol I Tris, 1 mmol I EDTA. 1 mmol I DTE, pH 8,5 

2) 100 mmol I Tris. 1 mmol I EDTA. 1 mmol I DTE, pH 7,5 
as 3) 20 mmol I Tris. 1 mmol I EDTA. 1 mmol I DTE, pH 8,0 

4) 0.6 mol I Arg HCI 1 mmol I EDTA. 1 mmol I DTE, pH 8,0 

5) 0,6 mol l Arg HCI, 1 mmol I EDTA. 5 mmol I Glutathion reduziert (GSH) 0.5 mmol I Glutathion oxidiert 
(GSSG), pH 8 

so Pulsnaturierung: 

Das denatunerte Protein wurae m 5 Portionen in den Renatunerungspuffer gegeben, wobei der 
Zeitabstand zwischen den Einzelzugaben 30 Minuten betrug und sich pro Puis cie Proteinkonzentration im 
Ansatz um 20 ug ml erhohte. Die Protem-Endkonzentration betrug schhe/3lich 100 ug ml. 
55 Zur Aktivitatsbestimmung der renatunerten IgA-Protease erfolgt die Dialyse in Spaltpuffer (50 mmol I 

Tris HCI pH 8. 1 mmol l CaCI 2 ). Als Soattsubstrat wurde humanes IgA verwendet. Tabeile 2 zeigt das 
Ergebnis der Soaitversuche {Inkubation: 6 h bei 37 ° C) der durch Verwenaung aer ooigen Naturierungspuf- 
fer (1-5) erhaitenen Renaturate. 
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Tabolle 2 



Spaftung von humanem IgA mit der nach vortiegendem Beispiel isoiierten IgA-Protease 


{Inkubation: 6 h bei 37' C). Das nach der Dialyse erhaitene Isolat enthalt zu etwa 50 % IgA-Protease. 


Renaturat 


V/or h H Itn 1 c; 
vol I I a I U Mo 


^n^lti inn / ° „ \ 
o fjdiiu ny y o ) 




Protease Substrat (ug) 




1 


1:20 


10 


2 


1:20 


30 


3 


1:20 


10 


45 


1:100 


100 




1:500 


50 




1:1000 


30 




1:2000 


10 




1:5000 


5 


losliche Protease (100 °b rein) 


1:500 


100 



20 

Aus Tabefle 2 wird ersichtlich. da/3 sich IgA-Protease in alien Puffern renatuneren laflt. Die Ausbeuten in 
einem Arginm (Arg)-Puffer sind jedoch um den Faktor 10 bis 100 hoher als ohne Argtnin. Zum Vergleich 
wurde das Substrat mit losticher. geretnigter IgA-Protease (gema/3 Beispiel 1) bei einem Verhaltnts 
Protease:Substrat von 1:500 zu 100 % gespalten. Daraus lafit sich bei Puffer 4) und 5) eine Renaturierungs- 
25 ausbeute von ca. 50 % ermitteln. 

Beispiel 5 



Optimterung der IgA-Protease-Renatunerung aus Inclusion Bodies in Abhangigkeit vom pH-Wert und der 
so Argmm-Konzentration 

Solubtlisierung und Dialyse analog Beispiel 4 

Pulsnaturierung: Proteinzugabe erfolgte wte in Beispiel 4 beschrieben. 

1) Bestimmung der Naturierungsausbeute unter Variation des pH-Wertes. 
35 0.6 mo I I Arg HCI 

1 mmol I EDTA 
pH 4. 6. 8 

2) Natunerung bei Variation der Argmm-Konzentration 
1 mmol I EDTA, pH 8 

40 1 mmol- 1 DTE 

Arg-'HCI: 0.2; 0,4; 0.6 und 0.8 mol I 
Anschlietfend erfoigte eine Diaiyse bei Raumtemperatur gegen das 100-fache Volumen des Spaltpuffers 
(50 mmol I Tns HCI, pH 8, 1 mmoi I CaCI 2 ). 

45 



50 



55 
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Die optimale Reaktivierung der IgA-Prctease findet bei emem oH-Wert von 6 bis 8 und einer Arginin- 
Konzentration von 0,6 bis 0.8 mol I statt. 

SEQ.ID.NO.: 1 (Primer A) 

ART DER SEQUENZ: Nukle insaure-Einz e 1 s t rang 
SEQUENZLANGE: 5 6 Nukleotide 



75 GAAGAATTCG GAGGAAAAAT TAATGGCACT GGTACGTGAT GATGTCGATT 

ATCAAA 

20 

SEQ.ID.NO.: 2 (Primer B) 

. 5 ART DER SEQUENZ: Nukleinsaur e-Ein ze 1 Strang 

SEQUENZIiANGE : 2 6 Nukleotide 

30 

TTTTTGTAAT AAAGATCTTT GCCTTG 



SEQ.ID.NO.: 3 (Primer C) 

ART DER SEQUENZ: Nukleinsau re -E inz el Strang 
SEQUENZLANGE: 26 Nukleotide 



CAAGGCAAAG ATCTTTATTA CAAAAA 

-5 



50 
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SEQ.ID.NO.: 4 (Primer D) 

ART DER SEQUENZ: Uukleinsaure-Einzelstrang 
SEQUENZLANGE : 4 4 Uukleotide 



TTCAGCTGGT CGACTTATC A CGGGGCCGGC TTGACTGGGC GGCC 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hersteilung von rekommanter ig A-Protease, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man 

(1) em JgA-Protease-Gen so moafiziert. da/3 der fur den C-terminaten Helferanteii des IgA-Protease- 
Gens kodierende DNA-Bereich mcht mehr funktionel! aktiv ist, 

(2) eine Wirtszelle mit dem m Schntt (1) modifizierten IgA-Protease-Gen oaer einem dieses 
modifizierte Gen enthaltenden VeKtor transformiert. 

(3) das modifizierte IgA-Protease-Gen in der transformierten Wirtszelle zur Expression bringt, 

(4) die in Form von Inclusion Bodies entstehende IgA-Protease aus der Wirtszelle isoliert, und 

(5) die IgA-Protease durch m vitro Aktmerung m aktives Protein uberfuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet. 

da/3 man das IgA-Protease-Gen so moaifiziert. da/3 der C-termmale Helferanteii der durch Expression 
des modifizierten Gens resultierenaen IgA-Protease vollstandig deletiert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man in den fur den Helferanteii kodierenden DNA-Bereich einen oder mehrere Translationsstopco- 
dons einfuhrt oder den fur den Helferanteii kodierenden DNA-Bereich teilweise oder vollstandig 
deletiert. 

4. Verfahren nach einem cer Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man das IgA-Protease-Gen zusatzlich so modifiziert. da/3 der fur den N-terminalen Signalantetl der 
IgA-Protease-Gens kodierende DNA-Bereich mcht mehr funktionell aktiv ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man das IgA-P-otease-Gen so modifiziert. da/3 der N-terminale Signalanteit der durch Expression 
des modifizierten Gens resultierenae IgA-Protease vollstandig deletiert ist. 

6. Verfahren nach einem aer vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet 

da/3 man als Wirtszelle eine E.coli-ZeNe verwendet. 

7. Verfahren nach einem aer vorhergehenaen Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet 

da/3 man den Natunerungsschntt in Gegenwart von 0,2 bis 1 mot I Arginin durchfuhrt. 

8. IgA-Protease, nergesteilt durch em Verfahren nach einem aer Anspruche 1 bis 7. 
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Rekombinante DNA. die fur erne IgA-Protease kodiert. 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 sie so modifiziort ist. da/3 bei Expression der rekombinanten DNA erne IgA-Protease resuitiert, 
deren C-terminaler Helferanteil nicht mehr funktionell aktiv ist. 

Rekombinante DNA nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 bei Expression der rekombinanten DNA eine IgA-Protease resuitiert. deren Helferanteil vollstandig 
deletiert ist. 

Rekombinante DNA nach Anspruch 9 Oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 sie zusatzlich so modifiziert ist, da/3 bei Expression der rekombinanten DNA eine IgA-Protease 
resuitiert. deren N-terminaler Signalanteil nicht mehr funktionell aktiv ist. 

Rekombinante DNA nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 bei Expression der rekombinanten DNA eine IgA-Protease resuitiert, deren Signalanteil vollstandig 
deletiert ist. 

Rekombinanter Vektor, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 er mindestens eine Kopie emer rekombinanten DNA nach einem der Anspruche 9 bis 12 enthalt. 
Zeile, 

dadurch gekennzeichnet, 

da/3 sie mit einer rekombinanten DNA nach einem der Anspruche 9 bis 12 Oder einem rekombinanten 
Vektor nach Anspruch 13 transformiert ist. 

Zelle nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 sie eine E.coli-Zelle ist. 

Verwendung der rec IgA Protease nach Anspruch 8 zur Spaltung von gentechnologisch erzeugten 
Fusionsproteinen. 
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